急性髓系白血病（AML）是血液系统常见的恶性肿瘤，根据初诊时染色体核型差异，AML患者分为预后良好、中等、不良三种类型。但是，大约50%的患者为正常核型AML（CN-AML）[@b1]。微RNA（microRNA, miRNA）是一类长度18\~25个核苷酸的非编码单链的RNA，通过靶向调节mRNA的转录或翻译调控人类约60%的基因表达[@b2]。2002年，Calin等[@b3]报道miRNA-16-1和miRNA-15a的缺失在B细胞慢性淋巴细胞白血病中起重要作用。随之大量研究显示microRNAs在AML发生和发展过程中起重要的作用，与AML的染色体核型、基因突变、耐药和预后相关[@b4]。我们旨在探讨miR-181a在CN-AML中的表达特点，分析其与临床其他指标、基因突变和预后的关系。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：收集我院2011年1月至2015年7月初诊原发CN-AML患者（M~3~除外）骨髓标本120例，所有AML患者均经过血常规、骨髓形态学、染色体、细胞免疫分型、基因检查，诊断均符合张之南主编第3版血液病诊断及疗效标准[@b5]。120例患者中男78例，女42例，中位年龄49（18\~66）岁。FAB分型：M~1~ 17例，M~2~ 45例，M~4~ 13例，M~5~ 33例，M~6~ 12例。这些患者初诊时染色体核型均正常。

2．主要试剂：Ficoll淋巴细胞分离液购于上海华精生物高科技有限公司，TRIzol购于大连宝生物公司，2×Taq PCR MasterMix购自天根生化科技（北京）有限公司，miRNeasy Mini Kit、miScriptⅡRT Kit和miScript SYBR GreenPCR Kit购于美国Qiagen公司，定量PCR仪（IQ5.0）为美国BIO-RAD公司产品。

3．化疗方案：120例患者均住院接受治疗，高白细胞者在诱导缓解化疗前单用羟基脲或联合白细胞去除术进行预处理，所有患者均接受2个疗程标准剂量DA（柔红霉素+阿糖胞苷）或HAA（高三尖杉酯碱+阿克拉霉素+阿糖胞苷）或IA（去甲氧柔红霉素+阿糖胞苷）方案诱导化疗[@b6]。获得完全缓解（CR）的80例患者中72例接受7个不同的联合化疗方案进行巩固治疗，包括3个中大剂量Ara-C以及HHA、IA、MA（米托蒽醌+阿糖胞苷）、DA各1个疗程。其中15例患者在CR~1~或CR~2~后接受了异基因造血干细胞移植。未获得CR的患者或采用FLAG±IDA（氟达拉滨+阿糖胞苷+G-CSF±去甲氧柔红霉素）方案化疗，或更换其他化疗方案，如IA或DA方案不缓解的患者更换HAA方案，反之则用IA或DA方案。

4．实时荧光定量PCR方法检测miRNA-181a的表达：无菌条件下采集患者骨髓标本2\~5 ml，肝素抗凝，按人淋巴细胞分离液（Ficoll）说明书分离单个核细胞，生理盐水洗涤3次，计数（2\~8）×10^6^个细胞，加入TRIzol 1 ml，混匀后−80 °C冻存。

按miRNeasy Mini Kit说明书提取RNA，取1 µl溶液，在核酸蛋白定量仪上检测提取的RNA的纯度和浓度，将RNA浓度调整为500 ng/µl。按miScript Ⅱ RT Kit说明书进行反转录。具体反应体系如下：5 × miScript HiSpec Buffer 4.0 µl，10 × miScript Nucleics Mix 2.0 µl，miScript Reverse Transcriptase Mix 2.0 µl，RNA 2.0 µl，DEPC水10.0 µl，共20 µl，将上述反应混合物混匀，离心后在PCR仪上37.0 °C反应60 min，95.0 °C反应5 min，结束反应。取出cDNA分装后储存于−80 °C或直接定量PCR。

按miScript SYBR GreenPCR Kit说明书操作，具体引物序列如下：miRNA-181a：5′-CGACCGTTGATTGTACCAAA-3′，U6：5′-TTCG TGAAGCGTTCCATATTTT-3′，引物均由美国Invitrogen公司合成，具体反应体系如下：2 × QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12.5 µl，10 × miScript Universal Primer 2.5 µl，10 × miScript Primer Assay 2.5 µl，cDNA 2.0 µl，DEPC水5.5 µl，共25.0 µl，将上述反应混合物混匀，离心后在ABI 7900 HT Sequence Detection System上进行反应。反应程序：95.0 °C 15 min，40个循环：94 °C 15 s，55 °C 30 s，70 °C 30 s，结束反应，每个标本设3个复孔，目的基因相对表达水平以2^−ΔΔCT^表示。以miRNA-181a表达中位数为分界线，高于中位数定义为高表达，低于中位数定义为低表达。

5．基因突变检测：因IDH1、IDH2、NPM1、FLT3-ITD、DNMT3A和CEBPα突变对AML患者预后的影响已明确，为了在临床资料的多因素分析中排除这些突变对结果的影响，我们对这些基因突变进行了检测，各突变引物和方法参照文献[@b7]。

6．染色体核型分析：抽取受试者骨髓3 ml，肝素抗凝，采用细胞直接法和（或）短期培养法常规制备染色体标本，R显带分析中期分裂象，参照《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN2009）》[@b8]进行核型分析。核型分组参考西南肿瘤协作组（SWOG）和东部肿瘤协作组（ECOG）核型分组标准[@b9]：所有正常核型染色体均至少分析20个分裂象。

7．随访：住院患者查阅病例，出院患者电话随访。总体生存（OS）时间为确诊到死亡或者末次随访的时间，无复发生存（RFS）时间为CR到复发或者末次随访的时间。

8．统计学处理：应用SPSS17.0软件对数据进行统计学处理，计量数据采用中位数表示，采取*t*检验，计数资料采用*χ*^2^检验，采取Kaplan-Meier法绘制生存曲线，生存曲线应用Log-rank方法检验，预后因素分析采用Cox风险模型，以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．miRNA-181a在CN-AML患者中的表达：120例CN-AML患者miRNA-181a中位表达水平为10.8（7.9\~13.5）。

2．miRNA-181a表达与CN-AML患者临床特征及基因突变关系：以miRNA-181a表达中位数将120例CN-AML患者分为miRNA-181a高表达组（60例）与miRNA-181a低表达组（60例）。其中15例移植患者miRNA-181a高表达9例，miRNA-181a低表达6例。miRNA-181a高表达组HGB、CR率、NPM1野生型比例均高于miRNA-181a低表达组，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）。两组在性别、年龄、WBC、PLT、骨髓原始细胞比例、CEBPα、FLT3、IDH1/2、DNMT3A、FAB分型分布等方面差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 微RNA（miRNA）-181a表达与核型正常的急性髓系白血病患者临床特征关系\[例（%）\]

  临床特征          miRNA-181a高表达组（60例）   miRNA-181a低表达组（60例）   *χ*^2^值   *P*值
  ----------------- ---------------------------- ---------------------------- ---------- -------
  性别                                                                        0.015      0.821
   男               40（66.7）                   38（63.3）                              
   女               20（33.3）                   22（36.7）                              
  年龄（岁）                                                                  0.028      0.801
   ≥60              19（31.7）                   19（31.7）                              
   \<60             41（68.3）                   41（68.3）                              
  WBC（×10^9^/L）                                                             0.008      0.846
   ≥10              37（61.7）                   35（58.3）                              
   \<10             23（38.3）                   25（41.7）                              
  PLT（×10^9^/L）                                                             0.002      0.901
   ≥50              30（50.0）                   28（46.7）                              
   \<50             30（50.0）                   32（53.3）                              
  HGB（g/L）                                                                  7.904      0.005
   ≥90              46（76.7）                   32（53.3）                              
   \<90             14（23.3）                   28（46.7）                              
  骨髓原始细胞                                                                0.395      0.571
   ≥0.600           48（80.0）                   51（85.0）                              
   \<0.600          12（20.0）                   9（15.0）                               
  CEBPα                                                                       0.009      0.841
   阳性             22（36.7）                   24（40.0）                              
   阴性             38（63.3）                   36（60.0）                              
  NPM1                                                                        4.201      0.039
   突变型           18（30.3）                   28（46.7）                              
   野生型           42（70.0）                   32（53.3）                              
  FLT3-ITD                                                                    0.002      0.892
   阳性             19（31.7）                   18（30.0）                              
   阴性             41（68.3）                   42（70.0）                              
  IDH1/2                                                                      0.081      0.802
   阳性             13（21.7）                   11（18.3）                              
   阴性             47（78.3）                   49（81.7）                              
  DNMT3A                                                                      0.183      0.753
   阳性             18（30.0）                   15（25.0）                              
   阴性             42（70.0）                   45（75.0）                              
  FAB分型                                                                     0.061      0.983
   M~1~             9（15.0）                    8（13.3）                               
   M~2~             22（36.7）                   23（38.3）                              
   M~4~             7（11.7）                    6（10.0）                               
   M~5~             16（26.6）                   17（28.4）                              
   M~6~             6（10.0）                    6（10.0）                               
  完全缓解                                                                    10.543     0.001
   是               48（80.0）                   32（53.3）                              
   否               12（20.0）                   28（46.7）                              

3．miRNA-181a表达水平对CN-AML患者预后的影响：120例CN-AML患者中位随访时间为12.5（1\~58）个月。miRNA-181a高表达组患者的中位OS时间为25个月（95%*CI* 12.7\~33.5个月），miRNA-181a低表达组患者的中位OS时间为15个月（95%*CI* 12.9\~18.7个月），前者明显长于后者，差异有统计学意义（*P*=0.017，[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。miRNA-181a高表达组患者的中位RFS时间为21.4个月（95%*CI* 18.7\~24.1个月），miRNA-181a低表达组患者的中位RFS时间为11.2个月（95%*CI* 5.7\~16.7个月），前者亦明显长于后者，差异有统计学意义（*P*\<0.001，[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![核型正常的急性髓系白血病患者总生存曲线](cjh-38-10-858-g001){#figure1}

![核型正常的急性髓系白血病患者无进展生存曲线](cjh-38-10-858-g002){#figure2}

4．CN-AML患者预后影响因素的分析：将CN-AML患者的miRNA-181a表达水平、性别、年龄、外周血WBC、骨髓原始细胞数、NPM1、FLT3-ITD、CEBPα纳入Cox风险回归模型进行分析，结果显示，miRNA-181a高表达是独立于临床指标和高频基因突变的预后良好的标志物（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 核型正常的急性髓系白血病患者预后影响因素分析

  因素               Wald    *HR*（95% *CI*）        *P*值
  ------------------ ------- ----------------------- -------
  miRNA-181a高表达   4.215   2.219（1.601～2.432）   0.018
  性别               1.305   1.104（0.869～1.298）   0.593
  年龄               2.547   1.924（0.792～1.857）   0.216
  外周血WBC          4.530   1.215（0.716～1.634）   0.157
  骨髓原始细胞数     1.405   1.127（0.872～1.348）   0.072
  NPM1               2.201   1.631（0.915～1.872）   0.084
  FLT3-ITD           2.279   1.648（1.124～2.268）   0.069
  CEBPα              1.908   1.219（0.782～1.398）   0.105

讨论 {#s3}
====

microRNA已被证实在胚胎发育、细胞分裂、细胞分化、骨髓造血、细胞凋亡、肿瘤发生和药物的敏感性等方面都具有重要作用。miRNA-181家族包含miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-181c和miNRA-181d，是第一个被报道在B-细胞发育和T-细胞相关的免疫反应中起重要调节作用的microRNA[@b10]--[@b11]。Schwind等[@b12]报道在FLT3-ITD和（或）NPM1野生型CN-AML患者中，miRNA-181a的高表达患者有CR率高、OS和RFS时间长的特征，是CN-AML的独立预后因素。Li等[@b13]报道在核型异常AML患者中miRNA-181a的高表达患者OS时间长，是核型异常AML患者独立预后因素。但是miRNA-181a表达对于中国CN-AML患者的意义尚未见报道。

本研究采用实时荧光定量PCR法检测CN-AML患者miRNA-181a表达，根据miRNA-181a表达水平的中位数将CN-AML患者分为miRNA-181a高表达和低表达两组，并分析miRNA-181a表达水平与各种临床指标及基因突变的关系。结果发现，miRNA-181a高表达组患者CR率、NPM1野生型比例高于低表达组。生存分析显示：miRNA-181a高表达组中位OS和RFS时间分别为25.0和21.4个月，miRNA-181a低表达组分别为15.0和11.2个月，两者差异有统计学意义（*P*值分别为0.017和\<0.001）。多因素分析表明，miRNA-181a高表达CN-AML患者预后良好，研究结果与国外学者报道的一致，提示miRNA-181a高表达可能是独立于各种临床指标和高频基因突变的预后良好标志物。

有研究发现，miRNA-181家族与耐药相关。Bai等[@b14]和Li等[@b15]的研究显示HL-60/Ara-C和K562/A02耐药细胞株中miRNA-181a低表达，而抗凋亡基因BCL-2高表达，过表达miRNA-181a后引起BCL-2表达下调，增加耐药细胞株对药物的敏感性，逆转耐药，提示miRNA-181a通过负调控BCL-2而参与细胞耐药。在慢性淋巴细胞白血病中，miRNA-181a/b通过抑制BCL-2、MCL-1和XIAP表达增加对药物的敏感性[@b16]。本研究miRNA-181a低表达CN-AML患者CR率低，OS和RFS时间短，可能与患者对化疗药物耐药有关，提高miRNA-181a表达水平是否可以逆转耐药，值得进一步研究。

[^1]: 庄贤栩（现在浙江省宁波市鄞州人民医院血液科，315040）
